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Sequences d' oligonucleotides pour la detection 
specifique de mollicutes par amplification de 
genes conserves 


L 1 invention a pour objet des moyens et en 
particulier des sequences d 1 oligonucleotides, pour la 
detection specif ique de mollicutes determines , cette 
detection faisant appel a une reaction d 1 amplification 
de fragments de genes conserves dans cette classe de 
microorganismes , lorsqu'un mollicute determine est 
present dans un echantillon biologique, 

Les mollicutes representent une classe de micro- 
organismes comprenant notamment les microorganismes 
appartenant aux genres Mycoplasma , Ureaplasma , 
Acholeplasma , Spiroplasma . Sur la base de criteres 
phylogenetiques des groupes de mollicutes ont aussi ete 
distingues. On a par exemple defini le groupe de 
M . pneumoniae , le groupe de M- hominis , le groupe des 
spiroplasmes. Pour la definition des genres, groupes 
et especes de mollicutes on se reportera a l 1 article de 
W.G. Weisburg et al (J. of Bact. Dec 89, p6455-6467) • 

Ces mollicutes peuvent const ituer des agents 
pathogenes de leurs differents hotes notamment de 
plantes, de l^omme, d^nimaux, ou encore de cultures 
cellulaires, notamment de lignees de laboratoire. 
Differents travaux visant a detecter des mollicutes 
dans des 6chantillons biologiques ont fait I 1 objet de 
publications . 

\ Ainsi la demande de brevet europeen EP 0250662 
propose des sondes pour la detection de mycoplasmes, 
ces sondes etant derivees du gene de 1 1 ARN ribosomique 
(ARNr) de mycoplasmes, en particulier de l'ARNr 16S. 
Cette demande propose des sondes dites specif iques des 
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mycoplasmes , dans la mesure ou elles different du gene 
de I'ARNr 16S de E.coli ou d'autres organismes 
procaryotes . 

A. Blanchard et al (FEMS Microbiology Letters OO, 
1991 FEM 04480) ont utilise ^alignement des sequences 
de I'ARNr 16S en vue de la definition d'un couple 
d 1 oligonucleotides approprie, pour tine reaction de PCR 
(Polymerase Chain Reaction ou Reaction de 
Polymerisation en chaine) . Ce couple d« amorces 
permettrait I 1 amplification au niveau d , un echantillon 
biologique, de plusieurs especes appartenant au genre 
Mycoplasma , Selon Blanchard et al, les deux amorces 
decrites n ■ amplif ient pas 1 • ADN de bacteries ou de 
cellules eucaryotes et elles sont obtenues a partir de 
1' alignement de regions conservees parmi les especes du 
genre Mycoplasma , 

Selon les auteurs de cet article, les mycoplasmes 
detectes doivent etre identifies apres la reaction 
d 1 amplification, en utilisant une sonde specif ique 
d'espece et en sequengant 1 ■ ADN amplif ie. Une sonde de 
M, pirxim dont I'hote naturel reste indetermine selon 
Blanchard et al, est decrite. 

S. Deng et al (Cold Spring Harbor Laboratory Press 
1054-9803/92 (PCR Methods and Applications 202-204)) 
decrivent 1 'utilisation de la technique PCR pour 
detecter a I'aide d 1 amorces universelles, differents 
representants de la classe des mollicutes. Pour 
distinguer les produits amplifies issus de mollicutes, 
de produits provenant eventuellement de bacteries 
Gram+ r Deng et al ont recours a la comparaison de 
fragments de restriction pour constituer des profils 
RFLP (Restriction Fragment Lenghth Polymorphism) • 

Les inventeurs ont pose le probleme de la 
detection specifique et sensible de mollicutes et en 
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particulier de mycoplasmas dans des echantillons 
biologigues , en f aisant appel aux techniques 
d 1 amplification de fragments de genes conserves au sein 
de mollicutes ou de procaryotes en general. 

II ont ete en mesure de def inir des moyens de 
detection suffisamment specifigues pour distinguer 
differentes especes de mollicutes et ont notamment 
reussi a mettre en evidence de fa?on specifique la 
presence de Mycoplasma pi rum ( M. pirum ) dans un 
6chantillon de tissu humain en 1" absence de toute 
culture prealable de 1 ■ echantillon preleve chez un 
patient infects par un retrovirus HIV. 

Differents genes conserves ( presentant une 
homologie d'au moins 50% entre differentes especes 
determinees) peuvent etre mis en oeuvre a cet effet. On 
peut citer a titer d'exemples, le gene des ARN 
ribosomigues par exemple de 1 1 ARN ribosomique 16S, ARN 
ribosomique 5S,5 / 8S / 23S r ARN de transfert,le gene tuf , 
les genes intervenant dans la fonction cellulaire de la 
traduction ( f acteur d » initiation / d » elongation , de 
terminaison par exemple le gene tuf r proteines 
ribosomiques) , ou des genes d 1 enzymes tels que les 
topoisomerases comme les DNA gyrases. 

II est ainsi connu dans I 1 art anterieur, que l 1 ARN 
ribosomique 16S de mollicutes et en particulier de 
mycoplasmes est fortement conserve entre les differents 
genres et especes. Cette homologie entre les sequences 
nucleotidiques des genes transcrits en ARNr 16S de 
mollicutes peut etre comprise entre 80% et 100% de la 
sequence et elle est plus forte a !• inter ieur d"un meme 
groupe de mycoplasmes appartenant a des especes 
differentes - 
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Par exemple l'homolqgie entre M. pirum et M. 
pneumoniae , H. qallisepticum , U urealyticum est 
respectivement d 1 environ 92%, 94% et 86%. 

Malgre cette forte homologie de sequences 
nucleotidiques au sein de genes conserves, les 
inventeurs ont etabli la possibility de definir des 
amorces nucleotidiques specif iques d'espece pour les 
mycoplasmes ou d'autres genres de mollicutes et sont 
parvenus a definir des moyens pour la detection 
specif ique d' especes differentes de mollicutes. 

Ces moyens sont dits specif iques dans la mesure ou 
ils permettent de realiser une discrimination entre 
differentes especes a l^nterieur de la classe des 
mollicutes, notamment entre differentes especes de 
mycoplasmes. Ces moyens specif iques permettent d'eviter 
la detection de "faux positifs" qui pourraient resulter 
de la detection de sequences d»ADN apparentees a celle 
du gene conserve utilise pour la definition des 
amorces, sequences issues d'autres microorganismes 
presents dans 1 1 echantillon biologique teste ou 
apportes par contamination, ou encore de sequences 
apparentees naturellement presentes dans 1 •echantillon 
teste, telles que l^DN genomique ou de 1 1 ADN des 
organelles (mitochondries) , des cellules qu"il 
contient. 

Les moyens proposes dans 1 1 invention sont 
egalement tres sensibles, permettant la detection d'un 
mollicute determine sans culture prealable de 
1» echantillon. 

Parmi les moyens destines a la detection 
specifique de differentes especes du genre Mycoplasma 
ou de differents genres de mollicutes, l f invention 
definit un premier groupe d 1 amorces. Une telle amorce 
pour 1 1 amplification d'une sequence d 1 ADN d"un 
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mollicute determine , a partir d'un echantillon 
biologique, caracterisee par les proprietes suivantes : 

1) elle comprend n nucleotides, n ayant une valeur 
egale ou superieure a 10, de preference n 6tant compris 
entre 18 et 25, 

2) elle presente une homologie globale £gale ou 
superieure a 50% avec un enchainement nucleotidique dit 
"enchainement correspondant" , d«un gene conserve 
determine d"un mollicute dit "mollicute de reference", 
ledit "enchainement correspondant" appartenant a une 
region variable du gene conserve, cette homologie etant 
repartie au sein de l 1 amorce de fag on telle que : 

o les 2 derniers nucleotides de 1* amorce, situes a 
1 1 extremite 3 , 1 sont identiques aux nucleotides 
de 1 1 enchainement correspondant du gene 
conserve, 

o l 1 homologie des nucleotides de la partie 5' de 
!• amorce correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de !■ amorce, est d'au mo ins 55% de 
preference d'au moins 60% avec le fragment 
correspondant de 1 1 enchainement correspondant du 
gene conserve du mollicute de reference et, 

o 1" homologie de la partie 3 1 de 1" amorce 
correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de I 1 amorce est, apres exclusion des 
2 derniers nucleotides de 1" extremite 3" d«au 
moins 60% avec le fragment correspondant de 
1 1 enchainement correspodnant du gene conserve du 
mollicute de reference • 

3) l'un au moins des 2 nucleotides de son extremite 
3 1 est different du nucleotide correspondant de la 
sequence nucleotidique alignee du gene conserve present 
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chez un autre mollicute susceptible d'etre detecte chez 
l'homme. 

Dans un mode de realisation particulierement 
avantageux de l 1 invention, une telle amorce est en 
outre caracterisee en ce que I'homologie des 
nucleotides de la partie centrale de 1» amorce 
correspondant a environ un tiers des n nucleotides de 
1" amorce , est d'au moins 15% avec le fragment 
correspondant de 1 1 enchainement correspondant du gene 
conserve du mollicute de reference. 

Selon un autre mode de realisation particulier de 
!• invention, cette partie centrale est deletee en tout 
ou en partie ou presente une homologie plus faible. 

Une amorce de ce premier groupe a la propriete 
d'etre presente a une frequence tres faible, infer ieure 
a 1, au sein du genome humain. La frequence 
d' apparition de cette amorce dans le genome humain, 
peut etre verifiee a l f aide de la technique decrite par 
Griffais et al (Nucl. Acids, Res. 1991, vol. 19 n°14 p 
3887-3891) ou dans Meth in Enzymology 1990, vol 183 p 
237- Claverie et al. On peut egalement avoir recours a 
un programme informatique de recherche disponible sur 
le marche par exemple le programme FIND de la societe 
GCG Xnc, (W Biotechnology Center, 1710 Univ. Avenue, 
Madison Wisconsin 53705 - USA) 

Les amorces dont la definition a ete donnee 
precedemment peuvent aussi etre utilisees pour 
l 1 amplification de sequences d'ARN correspondant a 
1 1 ADN d f un mollicute, a condition d'utiliser des 
amorces susceptibles d'hybrider avec ledit ARN. 

L f "enchainement correspondant" est la sequence 
nucleotidique du gene conserve choisie pour def inir des 
amorces, qui peut etre alignee avec 1' amorce ou sa 
sequence inverse complementaire . 
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Le "fragment correspondent" est un fragment inclus 
dans 1* "enchalnement correspondant" qui peut etre 
aligne avec le fragment f ormant la partie 5 1 , la partie 
centrale ou la partie 3 1 de !• amorce, ou sa sequence 
inverse complementaire. 

Le terme homologie dont il est question ci-dessus 
fait reference a l f identite des nucleotides de 
I 1 amorce, par rapport aux nucleotides alignes de 
1 1 enchalnement du gene conserve choisi du mollicute de 
reference. Ainsi une homologie egale ou super ieure a 
50% avec 1 1 enchalnement nucleotidique dit enchalnement 
correspondant, signifie qu'au mo ins la moitie des 
nucleotides de I 1 amorce est identique aux nucleotides 
correspondant lorsq^on aligne l 1 amorce avec 
1 ■ enchalnement correspondant du gene conserve a partir 
duquel on realise 1 1 amplification en vue de detecter tin 
mollicute determine (mollicute de reference) . 

Cette homologie globale avec 1 1 enchalnement 
correspondant dans le gene cible du mollicute de 
reference, ne suffit pas a definir les amorces du 
premier groupe, utilisables dans 1' invention. En effet 
il est necessaire de definir a l'interieur meme de ces 
sequences susceptibles de se comporter comme des 
amorces lors d'une reaction d' amplification, une 
repartition de l 1 homologie globale selon un "second 
niveau" def ini par rapport a des segments contenus dans 
ces amorces. Cette homologie est determinee par 
rapport au fragment correspondant de 1 1 enchalnement 
correspondant dont question ci-dessus du gene conserve 
a partir duquel sont determinees ces amorces. 

On appelle region variable de 1 • ADN du gene 
conserve dont sont derivees les amorces pour un 
mollicute, une region dont le taux (pourcentage) de 
conservation entre differentes sequences 
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correspondantes obtenues chez des mollicutes de genres 
ou d"especes distincts, est inferieur a 50%. 

Pour le gene de 1 1 ARN ribosomique 16S, les regions 
variables ont ete definies dans Gutell et al, 1985 
Prog. Nucleic Acid Res Mol Biol 32:155-216; Woese et al 
1983 ,Microbol Rev 47:621-669; Neefs et al 1991. 

L 1 expression "amorce derivee d'un gene" , signifie 
que cette amorce est definie, selectionnee a partir des 
donnees disponibles sur le gene choisi et en 
particulier sur sa sequence. 

Une etape pour la selection d'une amorce repondant 
aux caracteristiques precedentes consiste, apres avoir 
choisi un gene conserve de mollicute, a etablir une 
compilation des differentes sequences du gene pour 
plusieurs mollicutes determines et le cas echeant pour 
d'autres organismes presentant des genes apparentes, et 
a selectionner au sein des regions variables des 
sequences ainsi alignees, les sequences nucleotidiques 
repondant aux caracteristiques ci-dessus definies. 

L 1 expression "mollicute de reference" ou 
"mollicute determine" correspond a une espece 
^ particuliere de mollicutes , prise a l»interieur d»un 
genre, par exemple le genre Mycoplasma ou le genre 
Spiroplasma ou encore le genre Ureaplasma . Outre cette 
classification des mollicutes en genres et en esp&ces, 
des etudes phylogenetiques et en particulier celles 
rapportees par Weisburg et al, ont permis de determiner 
l 1 existence de certains groupes tels que le groupe de 
M . pneumoniae , le groupe de M. hominis , le groupe des 
spiroplasmes , ou le groupe des acholeplasmes auquel 
appartient Acholeplasma laidlawii * 

Pour la mise en oeuvre de l 1 invention, on a 
recours aux amorces telles que definies ci-dessus, sous 
la forme de couples d» amorces. 
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L' invention vise aussi un autre groupe d» amorces 
(groupe 2) , susceptibles d'entrer dans la constitution 
d'un couple d 1 amorces dont I 1 une repond a la definition 
du premier groupe ci-dessus. Les amorces du second 
groupe presentent une homologie de second niveau plus 
faible que la premiere. En particulier pour ces amorces 
du second groupe, la condition relative a la difference 
de l'un au moins des deux nucleotides formant 
l 1 extremite 3 1 de 1" amorce, peut ne pas etre verifiee, 
des lors qu f une homologie suffisante, c'est-a-dire 
superieure a 50% est etablie dans la partie restante de 
la sequence et en particulier pour la moitie 3 1 
terminale de 1 1 amorce . 

Selon un mode de realisation particulierement 
avantageux de 1' invention, le mollicute de reference 
est un mycoplasme susceptible d'etre detecte chez 
l'homme. En particulier ce mycoplasme est M. pirum . 

Selon un autre mode de realisation de I 1 invention, 
1' amorce est definie a partir d'un mollicute de 
reference choisi parmi M . f ermentans , M« hominis # 
U t urealyticum ^ M. pneumoniae ou A. laidlavii . Les 
sequences des mollicutes precedemment cites ont ete 
decrites dans le catalogue des bacteries et des 
bacteriophages diffuse par l'ATCC (American Type 
Culture Collection) dans la 18* 1 * Edition en 1992- Les 
numeros d'acces a ces souches * sont donnes dans ce 
catalogue et les publications les decrivant sont 
egalement donnees a titre de reference. 

Les amorces decrites ci-dessus peuvent etre 
modifiees par allongement ou deletion de certains 
nucleotides ou remplacement. Par exemple une amorce de 
!• invention peut etre allongee a son extremite 5 1 et/ou 
a son extremite 3 1 , notamment par les nucleotides 
adjacents a 1 1 enchainement correspondant du gene 
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conserve a partir duguel elle est definie. En 
particulier ce gene est le gene de mollicutes transcrit 
en ARN ribosomigue 16S. 

Une premifere amorce preferee selon l f invention est 
la sequence MYCPIRP repondant a la formule : 

5 1 TACATGCAAGTCGATCGGAT3 1 

Une autre amorce preferee selon l 1 invention est 
1» amorce MYCPIRN repondant a la formule : 

5 1 CATCCTATAGCGGTCCAAAC3 f 

L • amorce MYCPIRP est utilisee comme amorce 5 1 , 
c'est-a-dire a I'extremite N-terminale du fragment a 
amplifier et l 1 amorce MYCPIRN est utilisee comme amorce 
3«, c'est-a-dire a l'extremite C-terminale du fragment 
a amplifier. La taille de 1 1 ADN du gene de I 1 ARN 
ribosomique 16S de M. pirum a partir duquel sont 
definies ces amorces est d 1 environ 173 nucleotides. 

La figure 1 represente la position des sequences 
du gene de 1 1 ARNr 16S de differents mollicutes et 
permet notamment de localiser les sequences de ce gene 
correspondant aux amorces MYCPIRP et MYCPIRN de 
M. pirum entre les positions 52 et 71 pour la premiere, 
207 et 226 pour la seconde. Ces positions sont donnees 
par reference a la sequence du gene de I 1 ARN 
ribosomique 16S de E.coli . De plus la figure 1 
represente une compilation avec alignement des 
sequences pour les differents mollicutes, 

Cette compilation permet de def inir des sequences 
nucleotidiques interessantes dans une utilisation en 
tant qu* amorce pour une amplification d'un ADN dans un 
echantillon biologique determine. Ainsi l 1 invention 
concerne les amorces definies a partir du gene 
correspondant a l'ARN 16S de mollicutes differents de 
M. pirum # ces amorces etant derivees des fragments 
nucleotidiques de la figure 1 pour chacun des 
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mollicutes, situes entre les positions 52 et 71 d , une 
part, 207 et 226 d 1 autre part. 

L 1 invention se rapporte egalement a un couple 
d 1 amorces caracterise en ce qu'il comprend une amorce 
repondant a la definition precedemment donnee et 
possedant notamment les caracteristiques appelees 1, 2 
et 3, et une amorce capable d"hybrider dans des 
conditions de stringence forte avec un fragment d'ADN 
ou d 1 ADNc obtenu a partir d 1 un gene conserve du 
mollicute determine dit "mollicute de reference". 
Par "stringence forte" on entend 1 1 hybridation des 
amorces avec l'ADN de 1 •echantillon, lorsque cette 
hybridation est realisee a 55 °C pendant 1 minute dans 
le tampon "Taq" commercialise par Amersham. 

Dans un mode de realisation particulierement 
avantageux de 1' invention, les deux amorces du couple 
dont question ci-dessus repondent a la definition 
correspondant aux caracteristiques l r 2 et 3 donnees 
precedemment ou a des variantes de ce premier groupe. 

De preference, le couple d 1 amorces est choisi de 
telle fagon que chacune des amorces est distante de 
l 1 autre d 1 environ 150 a 300 nucleotides • 

Un couple d f amorces particulier comprend MYCPIRP 
et MYCPIRN. 

L' invention concerne par ailleurs des sequences 
nucleotidiques , utilisables notamment comme sondes 
lorsqu'elles sont marquees, ces sequences etant 
choisies dans les regions conservees ou variables des 
mollicutes que I 1 on cherche a detecter. Ces sondes sont 
egalement determinees par rapport aux amorces utilisees 
dans les reactions d 1 amplification ; il s'agit de 
fragments internes par rapport a ces amorces. 

Deux sondes interessantes dans le cadre de 
I 1 invention sont des sondes propres a la detection d"un 
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produit d' amplification du gene de l'ARN ribosomique 
16S de M. pirum. 

Une sequence nucleotidique susceptible d'etre 
utilisee comme sonde dans le cadre de 1' invention est 
caracterisee par les proprietes suivantes : 
• elle comprend au mo ins 10 nucleotides , de 
preference de 25 a 30 nucleotides , 

elle hybride de fa^on specif ique dans les 
conditions suivantes avec la sequence d'ADN amplifiee a 
partir du gene conserve d'un mollicute de reference, 
lorsque 1 'amplif icaton est realisee au moyen de 2 
amorces choisies selon l f invention pour un mollicute de 
reference. 

Conditions d 1 hybridation de la sonde: 42°C en presence 
d'un tampon d 1 hybridation contenant notamment 5 X SSC, 
5 X solution Denhardt, 0,1% SDS. Par 5X solution 
Denhardt on entend une solution de base 5 fois 
concentree. 

De telles sequences peuvent etre issues ou 
derivees des regions variables ou des regions 
constantes du mollicute de reference. 

Lorsqu'une sequence ainsi constitute est derivee, 
c'est-a-dire definie a partir d'xine region variable du 
mollicute de reference, elle s' hybride de fa<?on 
specif ique, avec 1 ' enchainement nucleotidique amplifie 
a partir des deux amorces. On entend par "hybridation 
specifique" une hybridation qui a lieu avec un 
enchainement nucleotidique du gene du mollicute 
particulier a partir duquel est definie la sequence et 
qui n • hybride avec aucun fragment du gene correspondant 
d , un gene d'un autre mollicute ou d'une bacterie ou 
d'une cellule eucaryote en particulier qui n' hybride 
pas avec l'ADN gtnomique humain susceptible d'etre 
present dans un echantillon biologique. 
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Pour apprecier la specif icite de 1 •hybridation, on 
se place dans les conditions de forte stringence 
decrites plus haut. 

Au contraire, les sequences nucleotidiques 
derivees des regions constantes d'un mollicute de 
reference peuvent presenter des homologies avec des 
enchainements correspondants d • autres mollicutes ou 
eventuel lenient d 1 autres organismes. Cependant, ces 
sequences peuvent etre utilisees comae sondes dans une 
reaction specif ique de detection d'un mollicute 
particulier determine f dans la mesure oti le fragment 
que I'on cherche a amplifier a partir des amorces, 
susceptible d'hybrider avec cette sequence derivee 
d'une region constante, aura une taille connue. Lorsque 
la taille du fragment amplifie correspond a la taille 
attendue, la presence du mollicute recherche est 
confirmee • 

La distance separant deux amorces choisies peut 
etre connue, soit par reference aux donnees disponibles 
sur la sequence du mollicute en question, soit lorsque 
la sequence n'est pas connue, par reference a des 
marqueurs de poids moleculaire. En consequence, un 
fragment amplifie qui aurait une taille diff£rente de 
la taille attendue pour 1 •amplification d'un fragment 
d'un mollicute de reference, correspondrait a un ADN ou 
a un ARN d 1 un autre organisme . 

L 1 invention conceme egalement line sequence 
nucleotidique caracterisee en ce qu'il s'agit de 1 • ADN 
inverse et complementaire d'une sequence precedemment 
definie ou une sequence nucleotidique caracterisee en 
ce qu'il s'agit d f un ARN inverse et complementaire 
d , une sequence definie plus haut. 

Un tel ARN inverse et complementaire est 
susceptible d'etre utilise comme ARN antisens, le cas 
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echeant pour bloquer la transcription du gene du 
mollicute de reference utilise pour la definition des 
amorces et des sequences ci-dessus ou pour bloquer 
I'ARN transcrit a partir de ce gene. 

L" invention a egalement pour objet un fragment 
d'ADN tel qu'obtenu par amplification d'un ADN d'un 
gene conserve d'un mollicute de reference ou d'un ADNc 
correspondant , 1 'amplification etant realisee au moyen 
d'un couple d' amorces defini ci-dessus , le fragment 
d' ADN amplifie hybridant de fagon specif ique avec une 
sonde constitute par une sequence specif ique d'une 
region variable du gene conserve du mollicute de 
reference, interne par rapport aux positions des 2 
amorces • 

L • invention vise egalement un ARN complementaire 
et inverse par rapport a l'ADN ci-dessus deer it. 

Entre egalement dans le cadre de 1' invention un 
kit pour la detection d'un mollicute determine dit 
"mollicute de reference" dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comprend : 
- au mo ins un couple d' amorces derivees d'un g&ne 
conserve d f un mollicute de reference, capables 
d'hybrider dans des conditions stringentes aux 
extremites 5' et 3' d'un fragment d' ADN du 
mollicute de r^f^rence, l'une au mo ins des 2 
amorces du couple etant telle que: 

1) elle comprend n nucleotides, n ayant une valeur 
egale ou superieure a 10, de preference n etant compris 
entre 18 et 25, 

2) elle presente une homologie globale egale ou 
superieure a 50% avec un enchainement nucleotidique dit 
" enchainement correspondant" , d ' un gene conserve 
determine d'un mollicute dit "mollicute de reference", 
ledit "enchainement correspondant" appartenant a une 
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region variable de 1 , ADN du gene conserve cette 
homologie etant repartie au sein de l 1 amorce de fa<?on 
telle que : 

o les 2 derniers nucleotides de l 1 amorce sequence, 
situes a l'extremite 3*, sont identiques aux 
nucleotides de 1 1 enchainement correspondant du 
gene conserve, 

o l 1 homologie des nucleotides de la partie 5 1 de 
I 1 amorce correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de !• amorce, est d'au moins 55% de 
preference d'au moins 60% avec le fragment 
correspondant de 1 1 enchainement correspondant du 
gene conserve du mollicute de reference et, 

o 1 1 homologie de la partie 3 1 de 1 1 amorce 
correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de 1' amorce, est apres exclusion des 
2 derniers nucleotides de I'extremite d f au moins 
60% avec le fragment correspondant de 
1 'enchainement correspondant du gene conserve du 
mollicute de reference et, l'une au moins des 2 
amorces etant telle que: 

3) l'un au moins des 2 nucleotides de son extremite 
3 1 est different du nucleotide correspondant de la 
sequence nucleotidique alignee du gene conserve 
present chez un autre mollicute susceptible d'etre 
detecte chez l'homme, 

- les reactifs necessaires a la polymerisation du 
fragment d'ADN du mollicute de reference a partir 
des amorces nucleotidiques , notamment des enzymes 
de polymerisation en quantite suf fisante pour 
realiser 1 1 amplification ; 
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- au moins une sonde correspondant a un enchainement 
nucleotidique du gene conserve du mollicute de 
reference, interne par rapport aux amorces. 
Lorsgue 1 1 une des 2 amorces du kit n 1 appartient 

pas au groupe d" amorces defini comme etant le groupe 1, 

elle repond a la definition des amorces du groupe 2 de 

preference . 

Par ailleurs il est entendu que ce kit peut 
contenir les amorces correspondant a la definition des 
variantes donnees dans les pages precedentes. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1" invention , les amorces peuvent etre marquees par un 
margueur chimique, physique ou enzymatique et/ou fixees 
a un support solide, notamment un support particulaire 
ou membranaire, par exemple des billes magnetiques. 

Les sondes mises en oeuvre pour la realisation du 
kit de 1" invention peuvent etre egalement marquees a 
leur extremite 5' et/ou a leur extremite 3 1 par une 
substance que I 1 on peut detecter, ou fixer a un support 
solide. 

A titre de marqueur, on peut citer les isotopes 
radioactifs r les enzymes ou marqueurs chimiques 
appropries, les f luorochromes , les haptenes, les 
anticorps, les analogues de base ou encore des 
marqueurs physiques. 

La fixation a un support peut etre faite sur un 
support solide particulaire ou membranaire, par exemple 
sur des billes magnet iques. 

Un kit particulier selon l 1 invention est 
caracterise en ce que les amorces qu'il contient sont 
MYCPIRP et MYCPIRN, la sonde etant MYCPIRS1 ou MYCPIRS2 
ou les deux a la fois. 

Selon un mode de realisation particulier de 
!■ invent ion , le kit comporte egalement : 
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un controle interne de la reaction 
d* amplification, constitue par un fragment d» ADN 
susceptible d'etre aisement detecte, par exemple 
un fragment contenant un gene de resistance a un 
antibiotique, ce fragment etant different de 1 1 ADN 
du mollicute de reference susceptible d'etre 
amplifie a partir de 1 'echantillon, ce fragment 
etant en outre muni a chacune de ses extremites 
d'une amorce d 1 amplification ci-dessus decrite ; 
des moyens pour la detection de 1 •amplification du 
controle interne, par exemple une sonde capable 
d'hybrider de fagon sp6cifique avec 1 1 ADN contenu 
dans le controle interne • 

Avantageusement, un kit selon 1' invention peut 
comporter plusieurs couples d' amorces specif iques de 
differents mollicutes et, en particulier, un couple 
d 1 amorces specif igue de chacun des mollicutes 
suivants : M. pirum , M . pneumoniae , M, ferment ans , U 
urealvticxxm et A, laidlawii . Dans ce cas, le kit 
comprend egalement une sonde specif igue de chacun de 
ces mollicutes. 

L 1 invention a egalement pour objet un kit 
repondant a l f une des definitions ci-dessus caracterise 
en ce gu'il comprend en outre une reverse-transcriptase 
pour obtenir de l f ADNc a partir de l'ARN ribosomique 
16S present dans 1 1 echantillon biologique teste. 

Un procede pour la detection d"une infection par 
un mollicute ou plusieurs mollicutes determines en 
particulier du genre M. pirum ou plusieurs mollicutes 
determines, sur un echantillon biologique, caracterise 
en ce gu'il comprend les etapes de : 

a) mise en contact de l'acide nucleigue de 
1 1 echantillon biologique test£, si necessaire dans des 
conditions permettant l 1 access ibilite sous forme d'ADN 
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simple brin, avec au mo ins un couple d 1 amorces 
nucleotidigues ci-dessus decrit, lesdites amorces 
pouvant hybrider avec l»acide nucleigue des mollicirfces 
specif igues recherches s'ils sont presents, et ihitier 
la synthese du produit d 1 elongation desdites amorces, 
chague brin d'ADN de mollicutes servant de matrice 
lorsgu'il est apparie avec les amorces ; 

b) separation des brins d'ADN synth6tises, de leur 
matrice ; 

c) repetition de la synthese de produit d * elongation , 
a partir de chague brin d 9 ADN present a I 1 issue de 
I'etape b) et susceptible d 1 hybrider avec les amorces, 
jusgu'a obtention d»une amplification de l'ADN 
recherche, suffisante pour etre detectee, 

d) mise en contact du produit de I'etape c) avec une 
sonde nucleotidigue dans des conditions permettant de 
detecter specif iguement la presence du fragment d'ADN 
amplifie recherche ; 

e) detection des produit s de 1 ' hybridation 
eventuellement formes et comparaison de la taille de 
ces produits avec la taille du fragment d'ADN du 
mollicute de reference, situe entre les 2 amorces. 

Les technigues d • amplifications utilisables 
comportent par exemple, la technigue PCR (Polymerase 
Reaction Chain) decrite dans les demandes de brevet 
europeen de CETUS (n° 0200363, 0201184, et 0229701), ou 
encore la technigue de "QP replicase" d6crite dans 
Boitechnology (vol . 6 , octobre 1988 ) . D 1 autres 
technigues sont la "LCR" ( ligase chain reaction) , la 
"SSR 1 ^ self sustained seguence replication), 
"Ampliprobe" ( amplification a partir de 1 • ARN) • Ces 
technigues sont decrites dams J of Virological methods, 
1991, 35,117-126. 
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Selon un mode de realisation particulier de ce 
procede, la mise en contact de 1 ■ echantillon 
biologique teste est precedee d'une etape de traitement 
de l f echantillon de fa?on a en extraire l'acide 
nucleique. 

Selon un autre mode de realisation particulier de 
1' invention, ce procede est caracterise en ce que 
prealablement & la mise en contact avec les amorces, 
on traite l^acide nucleique de 1 "echantillon avec une 
reverse- transcriptase, pour obtenir la synthese d'ADNc 
a partir de I'ARN eventuellement present dans 
1" echantillon teste. II est possible de realiser le 
procede selon 1" invention egalement en mettant en 
oeuvre les amorces en meme temps que la reverse 
transcriptase. 

Dif ferents echantillons peuvent etre utilises pour 
la mise en oeuvre de l 1 invention et avantageusement on 
ne procedera pas a vine culture de 1 1 echantillon 
prealablement a I 1 operation de detection d'un 
mollicute. En effet, la sensibilite des moyens definis 
pour cette detection permet la realisation de 
1" invention sur des tissus ou autres echantillons sans 
culture prealable. Ainsi, on pourra utiliser comme 
echantillons des tissus humains ou animaux, ou encore 
des lignees cellulaires utilisees par exemple en 
laboratoire, afin de detecter une infection ou une 
contamination par un mollicute ou plusieurs mollicutes 
determines. 

L 1 invention vise en particulier la detection chez 
un patient infecte par un retrovirus HIV, d'une 
infection par un ou plusieurs mollicutes et en 
particulier mycoplasmes determines. 
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Les amorces et autres sequences de l 1 invention 
peuvent etre obtenues par toute technique appropriee 
notamment par synthese chimique. 

LEGENDE PES FIGURES 

Figure 1 : alignement des sequences d'ADN ribosomique 
16S de M, pirum et d'especes representatives de 
mollicutes et de bacteries. Les nombres indiquent les 
positions nucleotidiques par rapport a la sequence du 
rDNA 16S d , E i coli (Brosius et coll. 1978). Les 
asterisques indiquent les nucleotides conserves. Les 
sequences (directes ou complementaires selon les cas) 
des oligonucleotides MYCPIRP, MYCPIRN, MYCPIRS1 et 
MYCPIRS2) sont soulignees. 

Figure 2 : hybridations avec la sonde MYCPIRS1 (A) ou 
MYCPXRS2 (B) des produits de PCR, apres electrophorese 
et transfert sur membrane. Piste 1 : M. mycoides , piste 
2 : S. citri , piste 3 : M. muris , piste 4 : M. iowae f 
piste 5 : M> genital ium # piste 6 : M - pneumoniae , piste 
7 : M. gallisepticum # piste 8 : U. urealyticum , et 
piste 9 : M. pirum 70-159. La PCR a ete effectuee a 
partir de 100 fg d'ADN pour M. pirum # et a partir de 
10 ng d'ADN pour les autres mollicutes. 

Figure 3 : hybridations avec la sonde MYCPIRS1 des 
produits de PCR # apres electrophorese et transfert sur 
membrane. Piste 1 : M. hominis , piste 2 : M. orale , 
piste 3 : M. arginini # piste 4 : M. fermentans y piste 
5 : M. hyorhinis , piste 6 : A. laidlawii , piste 7 : 
C. innocuum , piste 8 : M. pinam 70-159 , piste 9 : 
pirum BER, piste 10 : C. ramosum, piste 11 : 
subtil is . piste 12 : E.coli , piste 13 : M. pirum NOU, 
piste 14 : M. pirum VUC La PCR a ete effectuee a 
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partir de 100 fg d l ADN pour M. pirum , et a partir de 
10 ng d'ADN pour les autres bacteries. 

Figure 4 : electrophorese sur gel de polyacrylamide des 
produits de PCR a partir de I'ADN genomique. de H. 
pirum. 

Pistes 2 a 8 : dilutions de 1»ADN de M> pirum de 10 en 
10 de 1 ng a 1 fg, en 1' absence de PBMCs. 
Pistes 10 a 15 et 17 : dilutions de 1 1 ADN de M. pirum 
de 10 en 10 de 1 ng a 1 fg, en presence d 1 ADN de PBMCs • 
Piste 9 : controle H 2 0. 

Piste 18 : controle d'ADN de PBMCs seul (1 /xg) . 
Pistes 1 et 16 : marqueur V (Boehringer Mannheim) . 

Figure 5 : hybridations avec la sonde MYCPIRS1 des 
produits de PCR effectuee a partir de 1 1 ADN genomique 
de M. pirum . 

Pistes 1 a 7 : dilutions de 1 1 ADN de M. pirum de 10 en 
10 de 1 ng a 1 fg. 

Piste 8 : 1 1 ADN de M. pirum est remplace par de l f eau. 

A : en 1» absence d 1 ADN de PBMCs. 

B : en presence de 1 fig d f ADN de PBMCs. 

Figure 6 : detection de M. pirum dans des sumageants 
de cultures de la lignee 8E5 (Folks et al, 1986, J. 
exp. Med. Vol. 164 Juillet 86, 280-290). 
Piste 1 a 5 : differents sous-clones de la lignee. 
Piste 6 : M. pirum (10 pg) . 

A : avant traitement par des antibiotiques (gel 

d' agarose et hybridation avec MYCPIRS1) . 

B : apres traitement (hybridation avec MYCPRIS1) . 
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EXEMPLES 
MATERIELS ET KETHODE6 

Souches bacteriennes 

M. mvcoides PG1 (ATCC 10114) , M. hominis PG21 
(ATCC 23114), M. arqinini G230 (ATCC23838) , M. or ale 
CH19299 (ATCC 23714) , K. hvorhinis BS7 (ATCC 17981), 
M. pirum 70-259 CATCC 25960) , M. pneumoniae FH (ATCC 
15531) , M« genital ium G37 (ATCC 33530) , Ureaplasma 
urealyticum 960 (NCTC 10177) et Acholesplasma laidlawii 
PG8 (ATCC 2 3206) , les souches de reference connues sous 
la denomination Escherichia coli K12 et Bacillus 
subtilis 168-Trois souches cliniques supplementaires de 
M, pirum (souches BER, NOU, et VUC) et une souche 
clinique de M. fennentans (souche AOU) ont ete isolees 
au laboratoixre chez des patients atteints de SI DA. 

Les ADNs de K. muris RIII4 (ATCC 33757), 
Spiroplasma citri R8A2 (ATCC 27556) , M. capricolum Cal. 
Kid (ATCC 27343) , Clostridium innocuum B-3 (ATCC 14501) 
et C. ramosmn 113-1 (ATCC 25582), M. gallisepticum PG31 
(ATCC 19610) et M. iowae 695 (ATCC 33552) ont ete 
utilises. 

IJes etapes principales de la realisation d'une 
amplification par PCR sont donnees ci-dessous . 

EXTRACTIONS D'ADIT 

Ij 1 ADN a ete extrait de cellules mononucleees du 
sang peripherique (PBMC), preparees a partir de sang 
veineux heparinise dans un gradient de Ficoll et a 
egalement etc extrait de cultures cellulaires selon la 
methode suivante : 
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Pour chague patient on utilise 2 x 10 ml de sang sur 
HL. 

On centrifuge les tubes quelgues secondes a 1800 rpm 
pour faire tomber les gouttes puis les echantillons 
contenant 2 x (10 nil sur 5 ml de Ficoll ) sont 
centrifuges 30 minutes a 2400 rpm a 4*C. On separe 
ainsi le plasma, les hematies et les lymphocytes. 
On recupere la bande correspondant aux lymphocytes (4 
tubes Safelock R de 2 ml) et egalement des echantillons 
de 2 ml de plasma (dans un tube Safelock* de 2 ml) . Ces 
echantillons sont centrifuges 30 minutes a 20000 g a 
4°C. On enleve le surnageant et on lave le culot de 
centrifugation avec du PBS (tampon phosphate sal in) 
avec prelevement du surnageant et sedimentation des 
cellules du culot a 20000 g apres chague lavage • La 
centrifugation a 20000 g permet la sedimentation des 
mycoplasmes qui ont eventuellement adhere aux cellules 
eucaryotes . 

Les culots de centrifugation sont conserves a -20 °C. 

Extraction de l'ADN des culots lvmphocytaires 

Pour chaque patient , a partir d'un tube de culot 
lymphocytaire, on effectue les etapes suivantes : 

On additionne 50 Ml de proteinase K (pK) a 20 
mg/ml 4 5 ml de tampon de lyse ( Tris-HCl 10 mM, pH 
7,5, EDTA ImM, SDS 1%). 

_ On additionne 500 til de tampon de lyse a chague 
culot; 

On resuspend les cellules doucement avec les 
pipettes souples a usage unique- Le culot reste 
compact. Prendre garde a ne pas eclabousser du liquide 
qui pourrait contaminer les autres tubes. 
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On fait incuber la nuit a 37°C avec agitation. 
_ On realise une extraction au phenol , une 
extraction au chlorophorme, puis on ajoute de la RNase 
pancreatique DNase-free (Boehringer Mannheim 

Biochemica) a 20/ig/ml. 

_ On incube 1H a 37 °C pour hydrolyser les ARNs. 

On realise une extraction au phenol, une 
extraction au chlorophorme et une precipitation dans 2 
volumes d^thanol absolu en presence de NaCl 0,1M. Pour 
precipiter 1 1 ADN du plasma ou des surnageants de 
cellules et des hematies, additionner 1 jLti glycogene 
lors de la precipitation par Methanol. 

On precipite une nuit a - 20 °C puis centrifugation 
15 minutes a 15000 g. Oter le surnageant et le verser 
dans un tube Eppendorf* neuf pour chaque echantillon. 

On effectue un lavage a l'ethanol 70%. Vortexer 
doucement et decrocher le culot. Centrifuger a 15000 g. 
Verser le surnageant dans un tube Eppendorf R neuf pour 
'chaque echantillon. S'il reste trop d'ethanol au fond 
du tube, secher quelques dizaines de minutes les tubes 
Jbuverts sous la hotte a flux laminaire. 

On ajoute 100 /il d»eau. 
- On agite avec un appareil Vortex doucement pour 
resuspendre 1 1 ADN. On verifie que le culot est bien 
dissous. Au besoin r resuspendre a la P50 ou P250. 

On preleve 5 til et on les met dans 500 /xl d'eau, 
pour prendre la DO a 260 nm dans un spectrophometre . 
Prelever 5 /xl dans un autre tube, pour dosage sur gel 
d 1 agarose par migration a cote d'une quant ite connue 
d"un marqueur de poids moleculaire. 

Precautions PCR : 

Eau # NaCl, glycogene, solution de lyse et proteinase K 
doivent etre aliquotes. Tous les tubes entames sont 
jetes en fin de manipulation. Prelever la quantite de 
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phenol, de chlorophorme, d'ethanol absolu et d'ethanol 
70% necessaire pour la manipulation dans un tube en 
polyallomere, qui est jete en fin de manipulation* 
Toute poche de tubes Safelock R entamee est jetee en fin 
de manipulation. 

Preparations des echantillons 

On prepare 200 Ml d f ADN a 1 /xg/10 Ml et 200 jxl 
d'ADN a 10 ng/10 Ml (deux quantites d'ADN lMg et 10 
ng) . 

On aliquote 10 tubes avec 12 Ml* pour chacune des 
deux concentrations. 

L'eau distillee sterile qui a servi a faire les 
dilutions est conservee dans un tube et constituera le 
temoin "eau" de la reaction de PCR (tube n° 1 de la 
reaction de PCR) (voir "Reaction de PCR") . 

Pour les reactions de PCR, 10 /il d'ADN sont 
ajoutes au melange reactionnel (voir "Reaction de 
PCR") . 

REACTION DE PCR 

La reaction est realisee dans un volume de 50 Ml/ 
constitue de 40 /xl de "mix" auquel on a ajoute la Taq 
DNA polymerase (Amersham International pic) , et de 10 
Ml d'ADN. 

Au-dessus, il y a 50 /il d'huile minerale (pour limiter 
1 ■ evaporation et les contaminations). 
Le volume reactionnel contient : 

le DNA a amplifier ; 

les 4 dNTPs a 200 |iM chacun ; 
* les 2 amorces a 0,4 fM chacune (20 pmoles) ; 
- le tampon Taq ; 

H 2 0. 
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I - Reactifs 

1-1 preparation des dNTPs a 10 dH 

Un stock de dNTPs a 10 mM est prepare a partir de 
la solution-mere a 100 mM* 

Precautions "PCR" : 

La solution-mere ci 100 mM de chacun des dNTPs est 
aliquotee en tubes de 100 jil. 

Le stock de dNTPs a 10 mM est prepare en ajoutant 
900 Ml d'eau aux 100 til de solution-mere. II est 
aliquote en tubes de 250 

1-2 Preparation des amorces a 20 fiM 

Resuspendre l^ligo dans 200 /*1 d'eau. Lire La DO 
a 260 mm apres avoir fait une dilution au l/1000 e . 
Calculer la concentration c de l'oligo en realisant le 
calcul : 

DO 260 x 33 x dilution pour lecture DO x 1000 
c = (MM) 

longueur oligo x 300 

33 est la quantite en tig d^DN pour une DO de 1 
330 est la masse moyenne d'un nucleotide 

Calculer le volume v, quantite d* oligo It a j outer dans 
un volume final de 1 ml : 

1000 X 20 
v = (en /il) 

c 

H,0 = 1000 - v (en fil) 
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La concentration ainsi obtenue est de 20 /iM. 

Precautions "SCR" : 

Une dizaine de tubes contenant le volume v sont 
prepares a partir de la solution-mere et conserves a 
-20 °C. II restera a a j outer le volume 1000-v d"eau pour 
obtenir la solution-stock a 20 /iM. 

- La solution-stock a 20 fiH est elle-meme aligotee 
par 250 pi. 

1-3 Tampon PCR (concentrations finales) 

10 mM Tris-HCl, pH 8,3, 50 mM Kcl, 1,5 mM MgCl 2 , 
100 /xg/ml gelatine. 


1-4 Preparation du 

Preparer 8 ml de mix : 

dNTPs 10 mM : 200 Ml de chague r soit 800 /il 

amorces 20 /iM : 200 /il de chague, soit 400 /til 

10X Tag : 1000 /il 

(le volume final est de 10 ml, car il faut tenir compte 

de 1 1 echantillon) 

H 2 0 : 5800 /il 

TOTAL 8000 /il 

Precautions "PCR" : 

Le mix est aliguote par tubes de 1 ml. 

Les deux amorces utilisees sont designees par 
MYCPIRP et MYCPIRN. 

Pour une serie correspondant a n prelevements les 
echantillons seront done les suivants : 

- tube n° 1 : temoin "eau" correspondant a la 
dilution du DNA . 
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tube n° 2 : temoin "solution de lyse" . 

tubes n° 3 a 2n+2 : echantillons d'ADN de la serie 

tubes n° 2n+3 : temoin "solution de lyse" • 
tubes n° 2n+4 : temoin "eau" correspondant a la 
manipulation presente. 

Par consequent pour un nombre donne de reactions 
de PCR a faire, on a realise 1" etape suivante : 

- Prelever la quantite de mix necessaire, en 
prevoyant quelques reactions en plus (a titre 
d f exemple # pour 20 reactions, prevoir pour 24 
reactions, soit 960 pi de mix) . 

Additionner la Taq a raison de 1,5 U/reaction (par 
exemple pour 8 sujets a tester et 2 concentrations 
d' ADN il faut additionner 7,2 pi de Taq a 5U//xl) . 
Melanger doucement a la pipette. 

Aliquoter 50 Ml d"huile minerale par micro-tube de 
500 Ml (on peut utiliser la meme pointe) . 

Aliquoter 40 fil de mix par tube, en versant sur le 
cote du tube (on peut utiliser la meme pointe) . 
Centrifuger quelques secondes pour faire passer le mix 
sous I'huile. 

Additionner les 10 pi d 1 ADN, d'eau ou de solution 
de lyse sous l'huile. Centrifuger quelques secondes 
pour eliminer d 1 eventuelles bulles. 

Placer dans l^ppareil a PCR et demarrer les 
cycles . 

Avant la reaction de PCR, les echantillons ont ete 
denatures a 95 °C pendant 3 minutes, 1 'amplification est 
constitute de 35 cycles. Chaque cycle consiste en une 
etape de denaturation a 94 °C pendant 1 minute, une 
etape d 1 hybridation des amorces (primers) a 55 °C 
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pendant 1 minute et une etape d ■ allongement a partir de 
l 1 amorce et de la matrice a 72 °C pendant 2 minutes et 
30 secondes. 

Les aliquots (17 ptl) de chaque 6chantillon 
amplifie ont ete analyses sur un gel de polyacryl amide 
a 8% dans un tampon Ix Tris-acetate-EDTA. Les gels ont 
ete col ores avec du bromure d^thydium et l'ADN a ete 
visualise par fluorescence en UV. 

L 1 observation d'un ensemble de protocoles stricts, 
incluant l f aliquotage des reactifs, l 1 utilisation de 
pipettes a deplacement positif, l'isolement physique 
pour les stapes de preparation des reactifs de PCR et 
de produits de PCR , la separation du local 
d % extraction d 1 ADN et du local de cultures de 
mycoplasmes , le choix judicieux des controles positif 
et negatif, permet d f eviter completement tout resultat 
faux positif avec la PCR. 

AHALYSE EH HYBRIDATION SOUTHEHH 

L 1 ADN (17 Ml la reaction de PCR) a ete 

electrophorese sur un gel d" agarose a 1,5% et 
transfere sur une membrane de nylon (Hybond N+ Amersham 
International pic) , selon la technique de trans fert 
alcalin (Reed et al, 1985 , Nucleic Acids Res. 
13:7207-7221). Apres le transfert, les f litres ont 6te 
seches a I'air pendant 1 heure et la fixation de 1 • ADN 
a ete realisee par irradiation UV pendant 3 minutes. La 
prehybridation a ete effectuee dans une solution 
contenant 5 x SSC, 5 x de solution Denhardt, 0,1% de 
SDS et 10 mg/ml d 1 ADN de sperme de saumon denature, a 
42 °C pendant 2 heures. L 1 hybridation a ete realisee 
pendant la nuit a la meme temperature dans le meme 
melange, mais en ajoutant une des deux sondes 
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oligonucleotidiques MYCPIRS1 et MYCPIRS2, marquee en 5» 
avec (7~ 3 *P)ATP et la kinase polynucleotide T4 (United 
States Biochemical Corp.) et purifiee par 
chromatographie sur une colonne sephadex (Pharmacia LKB 
Biotechnology) . Apres hybridation , les membranes ont 
ete lavees 2 fois pendant 15 minutes a temperature 
ambiante dans 2 x SSC, 1% SDS, 2 fois pendant 10 
minutes a 55 °C dans 0,2 SSC, 0,1 SDS, puis rincees 
rapidement dans 2 x SSC a temperature ambiante. Les 
signaux d 1 hybridation ont 6te visualises par 
autoradiographic sur film photographique . 

RESULT ATS 

Definition des amorces et des sondes oligonucleo- 
tidigues 

Les amorces MYCPIRP et MYCPRIN ont ete elaborees a 
partir de la sequence d'ADNr (ADN ribosomal de la 
societe 16S de M. pirum ) (Weisburg et al, 1989, J. 
Bacteriol. 171 :6455-6467) . L'une des principales 
proprietes des molecules d v ARN ribosomal, en dehors de 
leurs fonctions hautement conservees, reside dans la 
presence de sequences hautement conservees, alternant 
avec des regions plus variables (Woese et al, 1983, 
Microbiol. Rev. 47:621-669). Les sequences conservees 
peuvent etre utilisees pour detecter un groupe 
d^rganismes (Lane et al, 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. £2:6955-6959 ; Weisburg et al, 1991, J. Bacteriol. 
173 :697-703 ; Blanchard et al, 1991, FEMS Microbiol. 
Lett. 81:37-42 ; Deng et al, 1992, PCR Methods and 
Applications 1:202-204). Au contraire les regions 
variables peuvent etre utilisees pour detecter de fa?on 
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specif ique un organisme donn6. Pour examiner la 
specif icite d' amorces eventuelles on a analyse les 
sequences d'ADNr de differents mollicutes (Weisburg et 
al, 1989) la sequence d'ADN ribosomal de bacteries 
gram-positives phylogenetiquement apparentees aux 
mollicutes ( C. innocuum , c . ramosum et B. subtilis ) 
ainsi que la sequence de E.coli . La figure 1 presente 
l'alignement d'une partie des ADNr des sous-unites 16S 
(correspondant aux nucleotides 49 a 233, en s^ppuyant 
sur la numerotation de l 1 ADNr de la sous-unite 16S de 
E.coli (Brosius et al, 1978 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
75:4801-4805)), de tous les mollicutes appartenant au 
meme groupe phylogenetique que M. pirum et designe par 
Weisburg comme etant le "groupe M. pneumoniae " 
(Weisburg et al, 1989 precites) (c 1 est-a-dire 
M . pneumoniae , M. pirum , M. muris , M . gallisept icum , 
K. iowae et U. ureal vticum ) . On a egalement etudie sur 
la meme base l , ADNr de mollicutes contaminant l'homme 
ou des cultures cellulaires, appartenant au groupe 
designe par Weisburg par 1" expression "groupe 
M. hominis " (a 1 est-a-dire M. hominis , M. hvorhinis , 
M. fermentans , M. orale et M. argini ) , ainsi que deux 
mollicutes appartenant au "groupe des spiroplasmes" 
selon Weisburg (c 1 est-a-dire S. citri et M. mvcoides ) , 
de A. laidllawii , mollicute appartenant au "groupe des 
acholeplasmes" et de C. innocuum , C, ramosum , 
B. subtilis et E.coli . 

L'objectif etant la detection specif ique de 
M. pirum dans des tissus animaux ou humains, ce qui 
signifie la detection d»un evenement rare dans un 
environnement d'ADN animal ou humain, les amorces ont 
ete definies pour parvenir a la meilleure sensibilite 
dans un tel environnement. Ceci est notamment 
necessaire lorsqu'il s f agit de detecter M. pirum dans 
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le sang f tissu connu pour contenir des inhibiteurs de 
la reaction de PCR telle que 1 'hemoglobine. La 
meilleure sensibilite est obtenue lorsque 1 1 ADN humain 
n'est pas amplifie avec les amorces utilisees, c'est- 
a-dire lorsqu 1 aucune bande additionnelle (&a& a 
1" amplification non specif igue de 1 1 ADN humain) 
apparait sur le gel aprfes coloration avec le bromure 
d'ethydium. Par consequent on a recherche des amorces 
dont la sequence correspond a des enchainements 
nucleotidiques presents avec une frequence faible dans 
le genome humain. De telles amorces ont ete determinees 
a partir d'octameres constitutes par un nucleotide 
choisi initialement et les 7 nucleotides le precedant 
dans la sequence de M. pi rum . 

Deux amorces MYCPIRP et MYCPIRN repondant 
respectivement aux sequences suivantes : 
MYCPIRP : 

5 1 TACATGCAAGTCGATCGGAT3 » 
'MYCPIRN : 
5 ■ CATCCTATAGCGGTCCAAAC3 1 

^ont ete choisies dans les regions de l'ADN ribosomal de 
la sous-unite 16S contenant les regions variables V6 
pour la premiere amorce et Vll' pour la derniere amorce 
(Neefs et al f 1991, Nucleic ACid Res. 19:1987-1999). Le 
premier nucleotide de MYCPIRP correspond a. la position 
52 de l'ARNr de la sous -unite 16S de E.coli ; le 
premier nucleotide de MYCPIRN correspond a la position 
207 de ce meme ARN (Brosius et al f 1983). 

L'extremite 3 1 de ces amorces est specif ique de 
M. pirum . 

Deux oligonucleotides MYCPIRS1 et MYCPIRS2, situes 
a l'interieur du fragment amplifie ont ete choisis pour 
realiser des analyses en Southern. MYCPIRS1 
( 5 1 CAAATGTACTATCGCATGAGAAACATTT3 1 , position 182 ) 
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correspond aux regions variables V10 et V10" et est 
specif ique de M. pirum . MYCPIRS2 ( 5 » GGGTGAGTAACACG 
TATCCAATCTACC3 ■ , position 110) correspond aux regions 
conservees 7 et 8 et n f est pas une sequence specif ique 
de M. pirum (figure 1). 

Evaluation de la specif icite du test 

Dn exces d 1 ADN genomique (10 ng, c'est-a-dire 
approximativement 10 millions de genomes) de chaque 
mollicute appartenant au meme groupe phylogenetique que 
M. pirum ( M. pneumoniae , M. qenitalium , M. muris , 
M. iowae , M. qallisepticum et U. urealvticum) a ete 
teste avec les amorces MYCPIRP and MYCPIRN et les 
sondes internes MYCPIRS1 et MYCPIRS2. Aucun signal 
d 1 amplification de la taille attendue c"est-a-dire 
environ 173 nucleotides n f a ete detecte soit sur les 
gels d v agarose colores avec le bromure d'etliydiumy soit 
apres Southern et hybridation avec l»une ou l 1 autre des 
sondes (figure 2). Le fait qu 1 aucun signal 
d 1 amplification n»a ete obtenu avec MYCPIRS2 montre 
qu 1 aucun ADNr de 16S entre les positions 52 et 227 
n f est amplifie dans les mollicutes ou dans d'autres 
bacteries f differents de M. pirum et par consequent que 
le couple d v amorces est totalement specif ique. En effet 
si le couple d 1 amorces n'avait pas ete specif ique l'ADN 
amplifie de fa?on non specif ique aurait ete detecte par 
MYCPIRS2 puisque cette sonde correspond a une region 
hautement conservee. Dans le cas de M. qalliseptic\im y 
un signal correspondant a un fragment superieur a 600 
nucleotides en longueur (qui ne peut pas etre confondu 
avec le signal specif ique de 173 nucleotides) a ete 
obtenu avec un exces d 1 ADN (10 ng) de ce mycoplasma 
(figure 2) • Le signal obtenu etait comparable en 
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intensite avec le signal correspondant a 
l 1 amplification de 100 fg (c'est-a-dire 10 3 genomes) 
d' ADN de M. pirum . Ce signal peut etre explique par le 
fait que l f une ou les deux amorces est homologue a 
I'ADNr de la sous-unite 16S de M. qallisepticum . 10 ng 
d 1 ADN de mollicutes appartenant a d*autres groupes 
phylogenetiques ont ete testees egalement, a nouveau 
sans obtenir de signal d' amplification. Aucun signal 
d 1 amplification n'a ete obtenu avec 10 ng d' ADN de deux 
bacteries gram-positives a faible pourcentage en bases 
G + C, phylogenetiquement tres proches des mollicutes, 
comme par exemple C. innocuum et C. ramosum , ni d'une 
autre bacterie gram-positive B. subtil is . Les ADN de 
E.coli et de cellules mononucleees ont egalement ete 
testees , conduisant a des resultats negatifs (figures 2 
et 3 ) • 

Evaluation de la sensibilite des tests 

Des dilutions de 10 en 10 de 1* ADN de M. pirum a 
des concentrations de 1 ng (c'est-a-dire 10 6 genomes) a 

10 fg (c'est-a-dire 10 genomes) ont donne des signaux 
positifs apres migration sur gel de polyacrylamide ou 

1 1 hybridation avec MYCPIRS1 ou MYCPIRS2. La meme 
experience a ete realisee en presence de 1 fig d' ADN de 
PBMCs et le meme resultat a ete obtenu c"est-a-dire que 
l«on n'a pas constate de perte de sensibilite (figures 
4 et 5). Cette absence de perte de sensibilite en 
presence d' ADN de PBMCs resulte du fait que les amorces 
n'amplifient pas ou tres peu 1' ADN humain. 
L 1 amplification d 1 ADN humain entrerait en competition 
avec 1 'amplification de 1 'ADN de mycoplasme / conduisant 
a une detection moins sensible de M. pirum . 
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Detection de M. pirum dans le saner de macaques 
inf ectes experimentalement 

Les moyens decrits ci-dessus permettent 
d 1 amplifier et de detecter 1 1 ADN de M. pirum dans les 
PBMCs de macaques infectes. 

Quatre macaques ont 6t6 inocules par voie 
intraveineuse avec M. pirum . Deux d'entre eux etaient 
inocules avec SIV (Simian Immunodeficiency Virus) . 
Quatre macaques n 1 etaient pas inocules avec M. pirum . 
Deux de ces macaques ont ete inocules avec SIV. On a pu 
detecter M. pirum chez trois des quatre macaques 
inocules avec ce mycoplasme. M. pirum a ete detecte 
chez les deux macaques inocules avec a la fois M. pirum 
et SIV et a ete detecte chez I'un des deux macaques 
inocules avec M. pirum seulement. Comme on I'attendait 
aucun signal n' a ete produit en realisant 1" experience 
sur des macaques qui n'ont pas ete inocules avec 
M. pirum . 

DISCUSSION 

La detection des agents pathogenes par la PGR est 
un outil de diagnostic puissant , a condition d'utiliser 
des moyens techniques appropries pour eviter 
l"obtention de faux positif. La detection de 
mycoplasmes qu'on utilise dans ces techniques est 
particulierement indiquee leur culture etant 
fastidieuse. L 1 invention permet pour la premiere fois 
d'utiliser des sequences d'ADNr 16S de mollicutes pour 
la detection specif ique par PCR d'une espece donnee de 
mollicutes, montrant ainsi que les sequences 
ribosomales constituent un outil puissant pour la 
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detection de microorganismes. Un couple d* amorces et 
deux sondes internes ont ete developpes pour d^tecter 
specif iquement et avec line forte sensibilite M, pirum 
par PCR dans des tissus humains. M. pirum a egalement 
ete detecte dans le sang de macaques experimental ement 
infectes avec ce mycoplasma. La detection de M. pirum 
chez les macaques a reussi malgre le fait que le couple 
d 1 amorces a amplifie de l'ADN non specif ique de 
macaques, dormant des bandes d 1 amplification sur le gel 
d* agarose apres coloration avec le bromure d'ethidium. 
Ces produits d 1 amplification ne sont pas detectes apres 
hybridation avec MYCPIRS1 ou MYCPIRS2 et par consequent 
n»affectent pas la specif icite du test mais auraient pu 
affecter l^fficacite de la reaction specif ique de PCR 
et ont un peu reduit la sensibilite de la technique. Le 
fait que M. pirum a malgre tout pu etre detecte chez 
trois des quatre macaques infectes experimentalement, 
indique que le systeme est tres sensible lorsque le 
test est effectue en presence d 1 ADN non humain. 
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REVENDICATIONS 

1. Amorce pour 1' amplification d , une sequence d'ADN 
d'un mollicute determine, a partir d*un echantillon 
biologique, caracteris6e par les propridtes suivantes : 

1) elle comprend n nucleotides, n ayant une valeur 
6gale ou sup&rieure a 10, de preference n etant compris 
entre 18 et 25, 

2) elle presente une homologie globale egale ou 
superieure a 50% avec un enchainement nucleotidique dit 
"enchainement correspondant", d'un gene conserve 
determine d f un mollicute dit "mollicute de reference", 
ledit "enchainement correspondant" appartenant a tine 
region variable de 1 1 ADN du gene conserve cette 
homologie etant repartie au sein de I 1 amorce de fa^on 
telle que : 

o les 2 derniers nucleotides de l f amorce sequence, 
situes a l^xtremite 3 1 , sont identiques aux 
nucleotides de 1 1 enchainement correspondant du 
gene conserve, 

o l 1 homologie des nucleotides de la partie 5 1 de 
l 1 amorce correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de !• amorce, est d'au moins 55% de 
preference d'au moins 60% avec le fragment 
correspondant de 1 1 enchainement correspondant du 
gene conserve du mollicute de reference et, 

o 1' homologie de la partie 3' de 1" amorce 
correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de l 1 amorce, est apres exclusion des 
2 derniers nucleotides de I'extremite d f au moins 
60% avec le fragment correspondant de 
1 • enchainement correspondant de 1 9 enchainement 
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correspondant du gene conserve du mollicute de 
reference. 

3) l'un au moins des 2 nucleotides de son extremite 
3 • est different du nucleotide correspondant de la 
sequence nucleotidique alignee du gene conserve 
present chez un autre mollicute susceptible d'etre 
detecte chez l'homme, ou dans des lignees cellulaires. 

2. Amorce selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que l'homologie des nucleotides de la partie 
centrale de I 1 amorce correspondant a environ un tiers 
des n nucleotides de !• amorce , est d'au moins 15% avec 
le fragment correspondant du gene conserve du mollicute 
de reference. 

3. Amorce selon la revendication 1 ou 2, caracterisee 
en qu'elle est derivee d'une region variable du gene de 
1 1 ARN ribosomique 16S d'un mollicute determine - 

4. Amorce selon la revendication lou 2, caracterisee 
en ce qu'elle est derivee d'une region variable d'un 
gene conserve d"un mollicute determine, choisi parmi le 
groupe de ML pneumoniae . le groupe de M. hominis , le 
groupe de Spiroplasma . 

5. Amorce selon l f une quelconque des revendications 1 
a 4, caracterisee en ce qu'elle est derivee d'un gene 
conserve d'un mycoplasme susceptible d'etre detecte 
chez l'homme, en particulier en ce qu'il s'agit de 
pirum > 

6. Amorce selon l'une quelconque des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce qu'elle est derivee d'un gene 
conserve d'un mollicute de reference choisi parmi 

f ermentans , M. hominis , U. ureal vticum, M, pneumoniae 
ou A. laidlawii . 

7. Amorce selon l'une quelconque des revendications 1 
a 5, caracterisee en ce qu'il s'agit de la sequence 
MYCPIRP repondant a la formule 
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5 1 TACATGCAAGTCGATCGGAT3 ■ 
8 Amorce selon l'une quelconque des revendications 1 
a 5, caracterisee en ce qu'il s^git de la sequence 
MYCPIRN r«£pondant a la formule 

5 ■ CATCCTATAGCGGTCCAAAC3 ■ 
9m Amorce selon l'une quelconque des revendications 1 
a 8, caracterisee en ce quelle est allongee a son 
extremite 5 ■ et/ou a son extremite 3 ■ , notamment par 
les nucleotides adjacents a 1 1 enchainement 
correspondant du gene conserve du mollicute de 
reference. 

10. Couple d v amorces, caracterise en ce qu'il comprend 
une amorce selon I 1 une quelconque des revendications 1 
a 9 et une amorce capable d'hybrider dans des 
conditions de stringence forte avec un fragment d'ADN 
ou d'ADNc obtenu a partir d'un gene conserve du 
mollicute de reference dit "mollicute de reference". 

11. Couple d 1 amorces, caracterise en ce qu'il comprend 
deux amorces selon l'une quelconque des revendications 

I a 6. 

12. Couple d 1 amorces selon la revendication 11, 
caracterise en ce que ces amorces sont distantes 
d 1 environ 150 a environ 300 nucleotides au niveau de 
I'ADN transcrit en ARN ribosomique 16S du mollicute de 
reference. 

13 . Couple d f amorces selon 1 1 une quelconque des 
revendications 10 a 12, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend les sequences MYCPIRP de M. pirum constituant 

I I amorce 5' et MYCPIRN constituant !• amorce 3 1 pour la 
reaction d 1 ampl if ication . 

14 Sequence nucleotidique, caracterisee par les 
proprietes suivantes : 

- elle comprend au mo ins 18 nucleotides, de 
preference de 25 a 30 nucleotides, 
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- elle hybride de fa<?on specif ique dans des 
conditions determinees avec la sequence d'ADN amplifiee 
a partir du gene conserve d , un mollicute de reference, 
lorsgue 1" amplif icaton est realisee au moyen de 2 
amorces choisies selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 13 pour un mollicute de reference. 

15. Sequence nucleotidique selon la revendication 14 
telle qu'obtenue a partir d'une region variable du gene 
conserve d'un mollicute de reference. 

16. Sequence nucleotidique selon la revendication 14 
telle qu'obtenue a partir d'une region constante du 
gene conserve d'un mollicute de reference. 

17. Sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 14 a 16, caracterisee en ce qu'il s'agit 
de la sequence MYCPIRS1 repondant a la formule 

5 ■ CAAATGTACTATCGCATGAGAAACATTT3 1 

18. Sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 14 a 16, caracterisee en ce qu'il s'agit 
de la sequence MYCPIRS2 repondant a la formule 

5 ' GGGTGAGTAACACGTATCCAATCTACC3 1 

19. Sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'il 
s'agit de l'ADN inverse et complementaire d'une 
sequence selon I'une quelconque des revendications 1 a 
18. 

20. Sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'un fragment ARN inverse et complementaire 
d'une sequence selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 18. 

21. Fragment d'ADN tel qu'obtenu par amplification 
d'un ADN d'un gene conserve d'un mollicute determine 
dit "mollicute de reference" ou d'un ADNc 
correspondant, 1 'amplif icat ion etant realisee au moyen 
d'un couple d' amorces selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, le fragment d'ADN amplif ie 
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hybridant de fagon specif ique avec une sonde constitute 
par une sequence specif ique d'une region variable du 
gene conserve du mollicute de reference , interne par 
rapport aux positions des 2 amorces. 

22. ARN inverse et complementaire de 1 1 ADN selon la 
revendication 21. 

23. Kit pour la detection d f un mollicute determine dit 
"mollicute de reference" dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comprend : 

- au mo ins un couple d 1 amorces derivees d'un gene 
conserve d'un mollicute de reference, capables 
d f hybrider dans des conditions de forte stringence 
aux extremites 5 f et 3 1 d'un fragment d* ADN du 
mollicute de reference, l'une au moins des deux 
amorces etant telle que 

1) elle comprend n nucleotides, n ayant une valeur 
egale ou superieure a 10, de preference n etant compris 
entre 18 et 25, 

2) elle presente une homologie globale egale ou 
superieure a 50% avec un enchainement nucleotidique dit 
" enchainement correspondant " , d 1 un gene conserve 
determine d'un mollicute dit "mollicute de reference", 
ledit "enchainement correspondant" appartenant a une 
region variable de 1 'ADN du gene conserve cette 
homologie etant repartie au sein de 1» amorce de fagon 
telle que : 

o les 2 derniers nucleotides de l 1 amorce sequence, 
situes a l f extremite 3 1 , sont identiques aux 
nucleotides de 1 1 enchainement correspondant du 
gene conserve, 

o I 1 homologie des nucleotides de la partie 5 1 de 
1' amorce correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de l f amorce, est d f au moins 55% de 
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preference d'au moins 60% avec le fragment 
correspondant de 1 1 enchainement correspondant du 
gene conserve du mollicute de reference et, 

o 1 1 homologie de la partie 3 1 de 1 1 amorce 
correspondant a environ un tiers des n 
nucleotides de l 1 amorce, est apres exclusion des 
2 dernier s nucleotides de 1* extremite d'au moins 
60% avec le fragment correspondant de 
1 1 enchainement correspondant du gene conserve du 
mollicute de reference. 

et l'une au moins des 2 amorces etant en outre telle 
que 

3) I'un au moins des 2 nucleotides de son extremite 
3 ' est different du nucleotide correspondant de la 
sequence nucleotidique alignee du gene conserve 
present chez un autre mollicute susceptible d'etre 
detecte chez l'homme, ou dans des lignees cellulaires, 

- les reactifs necessaires a la polymerisation du 
* fragment d'ADN du mollicute de reference a partir 

des amorces nucleotidiques , notamment des enzymes 
de polymerisation en quantite suffisante pour 
realiser 1 'amplification ; 

- au moins une sonde correspondant a un enchainement 
nucleotidique du gene conserve du mollicute de 
reference f interne par rapport aux amorces. 

24. Kit selon la revendication 23 , caracterise en ce 
que les amorces sont MYCPIRP et MYCPIRN. 

25. Kit selon la revendication 23 ou 24 , caracterise 
en ce que la sonde est derivee d'une region conservee 
au sein de plusieurs mollicutes. 

26. Kit selon la revendication 23 ou 24 , caracterise 
en ce que la sonde est derivee d'une region variable du 
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mollicute de reference, et en ce qu'elle hybride 
specif iquement dans des conditions determinees, avec 
1 1 ADN du gene conserve du mollicute de reference. 

27. Kit selon l'une quelconque des revendications 23 a 

26 , caracterise en ce qu'il comprend en outre un ou 
plusieurs couples d 1 amorces, povir la detection de 
mollicutes differents de M. pirum , en particulier pour 
la detection de M. pneumoniae , U. urealyticum , M. 
hgminis, M. fermentans et A. laidlawii , ces couples 
d 1 amorces etant derives des sequences de chacun de ces 
mollicutes, situees entre les positions 52 et 71 pour 
1* amorce 5 ' d'une part et 207 et 226 pour l 1 amorce 3 1 
d'auter part pour chaque sequence du gene de l'ARN 
ribosomique 16S de ces mollicutes. 

28. Kit selon l'une quelconque des revendications 23 a 

27, caracterise en ce qu'il comprend en outre une 
reverse-transcriptase pour obtenir de l'ADNc a partir 
de l'ARN ribosomique 16S present dans 1 1 echantillon 
biologique teste. 

29. Kit selon l'une quelconque des revendications 23 a 

28, caracterise en ce qu'il comprend en outre : 

- un controle interne de la reaction 
d'amplif ication, constitue par un fragment d'ADN 
susceptible d'etre aisement detecte, par exemple 
un fragment contenant un gene de resistance & un 
antibiotique, ce fragment etant different de I 1 ADN 
du mollicute de reference susceptible d'etre 
amplifie a partir de 1 'echantillon, ce fragment 
etant en outre muni a chacune de ses extremites 
d'une amorce d' amplification selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 9 ; 
des moyens pour la detection de 1 'amplification du 
controle interne, par exemple tine sonde capable 
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d'hybrider de fagon specif igue avec l'ADN contenu 

dans le controle interne. 
30* Procede pour la detection specif ique in vitro 
d'une infection par un mollicute determine en 
particulier du genre M. pirum ou plusieurs mollicutes 
determines, sur un echantillon biologigue, caracterise 
en ce gu'il comprend les etapes de : 

a) mise en contact de l'acide nucleigue de 
!• echantillon biologique teste, si necessaire dans des 
conditions permettant 1 1 accessibility sous forme d'ADN 
simple brin, avec au moins un couple d 1 amorces 
nucleotidigues selon l»une quelconque des 
revendications 10 a 13 , lesdites amorces pouvant 
hybrider avec l^cide nucleique des mollicutes 
specif igues recherches s'ils sont presents, et initier 
la synthese du produit d' elongation desdites amorces, 
chague brin d* ADN de mollicutes servant de matrice 
lorsqu'il est apparie avec les amorces ; 

b) separation des brins d f ADN synthetises, de leur 
matrice ; 

c) repetition de la synthese de produit d f elongation, 
a partir de chague brin d 1 ADN present a I 1 issue de 
l'etape b) et susceptible d 1 hybrider avec les amorces, 
jusqu'a obtention d f une amplification de l^DN 
recherche, suffisante pour etre detect6e, 

d) mise en contact du produit de I'etape c) avec une 
sonde nucl6otidigue dans des conditions permettant de 
detecter specif iguement la presence du fragment d 1 ADN 
amplifie recherche ; 

e) detection des produits de 1 1 hybridation 
eventuellement formes et comparaison de la taille de 
ces produits avec la taille du fragment d 1 ADN du 
mollicute de reference, situe entre les 2 amorces. 
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31. Procede selon la revendication 30, caracterise en 
ce que 1 ' echantillon biologique est un echantillon 
preleve chez 1'homme ou chez 1" animal. 

32. Kit selon la revendication 30 , caracterise en ce 
que 1 1 echantillon biologique est une lignee cellulaire. 

33. Kit selon l'une quelconque des revendications 30 a 
32, caracterise en ce que 1* echantillon biologique est 
teste sans culture prealable* 

34. Procede selon l'une quelconque des revendications 
30 a 33, caracterise en ce que la mise en contact de 
1 1 Echantillon biologique teste est pr£c£d6e d'une etape 
de traitement de 1 1 echantillon de fa^on a en extraire 
1 1 acide nucleique . 

35. Procede selon l'une quelconque des revendications 
3 0 a 34, caracterise en ce que prealablement a la mise 
en contact avec les amorces, on traite 1' acide 
nucleique de 1 ' echantillon avec une reverse- 
transcriptase, pour obtenir la synthese d'ADNc a partir 
de I'ARN eventuellement present dans 1 1 echantillon 
teste. 
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Position chez 
E. coli 


M. plrum 

Af. g-alllseptlcum 

AT. pneumoniae 

Af. murls 

Af. lowae 

U. urealytlcum 

S* cifcri 

Af. ^mycoldes 

Af. homlnls 

Af. ox-ale 

Af. argi/iini 

W. feriuejitaus 

Af. hyorhlnls 

A. laidlawll 

C. iiinocuun 

C. Xcunosuzn 

S. subtalar 

JET. coll 


49 52 
1 i 


MYTCPIRP 


TA ATACATGCAAGTCGATCG- 


-GAT -GTAGC AATAC- 


TAATACAT GCAAGTCGATCG -GAT-GTAGC AATAC- 

TAATACATGCAAGTCGATCG AAA— GTAGT AATAC- 

TAATACATGCAAGTCGAACG AGQ-TAGCA ATAC- 

TAATACATGCAAGTCGAACG GGG-TGCTT GCAC- 

TAATACATGCAAATCGAACG AAG-CCTTT TAGGC- 

TAATACATGCAAGTCGAACG G — GTGCT TGCGC— 

TAATACATGCAAGTCGAACG GAG— GTGCT TGCAC- 

TAATACATGCATGTCGAGCG AGGT-TAGC AATA-A 

TAATACATGCATGTCGAGCG GAAG— TAGC AATA-C 

TAATACATGCATGTCGAGCG AGGT-TCTT TTGA-A 

TAATACATGCATGTCGAGCG AAG-GTAGC AATAC— 

TAATACATGCATGTTGAACG — GGATGTAGC AATACA 

TAAT ACAT GCAAGT CGAACGAA GCATCTTCG GATG 

TAATACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCAGGAAGCTTGCTTCCAAAAAGA 

TAATACATGCAAGTCGAACGCAGCACTTG TGCTTC GA 

TAATACA^TGCAAGTCGAGCGGACAGGT — GGGAGCTTGCTCC GATG 

TAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTCTT-TGC-TG 
*** ******* * ** ** 


97 
I 


110 
i 


M. pi rum 

AT. g-allisepticu/n 

M. pn&umonlae 

AT. -murls 

M. lowae 

U. urealytlcum 

S. cltrl 

Af. mycoldes 

Af. homlnls 

M. orale 

AT. arglnlnl 

Af. fezTnen.ta.ns 

W. hyorhlnls 

A. laldlawll 
C. Innocuum 
C. ramosum 

B. subtllls 
E. coll 


MYCPIRS2 


ATTAGAGGCGAACGGGTGAGTAACACGTATCCAATCTGCCTTATAGTGGG 

TTTAGAGGCGAACGGGTGAGTAACACGTATCCAATCTACCTTATAATGGG 

— CTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTATCCAA — TACCTATTAGTGGG 

-CCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTATCCAAA— TACCTATTAGCG — 

-TTAGTGGTGAACGGGTGAGTAACACGTATCCAACCTACCCTTAAGTTGG 

CX-AGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCCATTAGCGGG 

CTC^GTGGCGAACGGGTGAGTAA<^CGTATCTAACCTACCT 

C-TAGCGGCGAATGGGTGAGTAAC-TGTGCTTAATCTACCTTTTAGATTG 

TTTAGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTGCTTAATCTACCTTTTAGATTG 

CCTAGCGGCGAATGGGTGAGTAACATGTGCTTAATCTACCCTTTAGATTG 

CTTAGCGGCGAATGGGTGAGTAACACGTGCTCAACGTACCCTTCAGTTTG 

TTCAGTAGCGAATGGGTGAGTAACACGTACCTAACCTACCTTTAAGACTG 

CTTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGATAACCTACCTTTAACTCGA 

CTTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCATGTGTCCG 

GTGGCGAACGGGTGAGTAATACATAAGTAACCTGCCCTAGACAGGG 

-TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG 

ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGG— AAACTGCCTGATGGAGGG 
* * * * ********** * ** * ** 
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I 


Af. pi rum 

Af. g-alliseptlcum 

Af. pneumoniae 

Af- murls 

M. iowae 

(7. urealytlcum 

S- citri 

Af. mycoldes 

Af. homlnls 

M. oraJe 

Af. ax&lnlnl 

M. fermentans 

M. hyorhlnls 

A. laldlawll 
C. i/inocuuin 
C. x-amo^ujn 

B. stLbtalis 
£. co.Li 


182 
A 


MYCPIRS1 


GGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATAACAAATnTACTATr;q 

GGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGCATAACAAGTTAACTATCG 
GGATAACTAGTTGAAAGACTAGCTAATACCGCATAAGAACTTTGGT-TCG 
GGATAACTAGATGAAAATCTAGCTAATACCGCATAG-GGCATTATTATCG 
— GATAACTGGATGAAAATCTAGCTAATACCGCATAG— GACATTGTTATCG 
GGATAACTAGTCGAAAGATTAGCTAATACCGAATAATAACATCAATATCG 
GGATAACAGT TGGAAATGACTGATAATACCGCATAC -GACATT — T TCTGG 
GGATAACTTTTGGAAACGAAAGATAATACCGCATGTAGATCTTATTATCG 
GAATACCCATTGGAAACAATGGCTAATGCCGGATAC — GCATGGA-ACCG 
GAATACCTAATGGAAACATTGGTTAATGCCGGATAC — GCATGAA— GTCG 
GAATACCCAATGGAAACATTGGCTAATGCCGGATAC—GCATGGA-ATCG 
GCATAGCGACTGGAAACAGTCGATAATTTCAAATAC — TCGTAGTTTTCG 
GGATAACTATTGGAAACAATAGCTAATACCGGATAT — AGTTATTTATCG 

GGATAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACTGGATA — GG-ATGTG TG 

GGATAACTGCTGGAAACGGTAGCTAAAACCGGATA — GGTATACGGAGCG 
GGATAACTATTGGAAACGATAGCTAAGACCGCATA — GGTACGGACACTG 
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATG — GTTGTTTGAACCG 
GGATAAGTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACG TCG 


M. plrum 

Af. g-alllseptl cum 

Af. pneumoniae 

Af. murls 

Af. lowae 

U. uxealytzlcum 

S. cltrl 

M. mycoldes 

Af. homlnls 

Af. orale 

Af. arglnlnl 

Af. fejrme/itans 

Af. hyoxhinis 

A. laldlawll 

C. innocuum 

C. ramo5um 

fl. subtilis 

E. COll 


187 
A 


207 
A 


MYCPIRS1 


MYCPIRN 


5 


CATGAGAAACATTTTAAAGGTCCGTTT-^A-rrnr TATAnc;ATf;A r^ 
CATGAGAATAACTTTAAAGAAGCAACT — GCT -TCGCTAT AAGATGAGGG 
CATGAATCAAAGTTGAAAGGACCTGCAAGGGT— TCGTTATTTGATGAGGG 

CATGAGAAAATGTTTAAAGTTCCGTTTGGAA CGCTTT TAG— TGGGG- 

CATGAGAGAATGTTTAAAGTTGCGTTTGCAA — — CGCTTTTAGATGGGG— 

CATGAGAAGATGTAGAAAGTCGCGTTTGCGA CGCTTT TGGATGGGGG 

CATCAGAGAATGTTAAAAGGTCCGTTT — GGA-TCACTAATGGATGAGGA 

CATGAGAAAAGATCAAAAGAACCGTTT GGT-TCACTATGAGATGGGGA 

CATGGTTCCGTTGTGAAAGCG—CTGTAAGGC-GCACTAAAAGATGAGGG 
CATGACTTCGTTGTGAAAGGAGCGTTTC — GT-CCGCTAAGAGATGAGGG 
CATGATTCCTTTGTGAAAGGAGCCCTTAAAGC-TCCCTAGAGGATGAGGG 

CATGAAGATTACGGAAAAGAAGCTTT CT— TCGCTGGAGGAGCGGGG 

CATGATGAGTAATAGAAAGGAGCTTCACAGCT— TCACTTAAAAATGGGGG 

CATGAAAAAAACACATTTAAAGATTT ATCGGTTTAAGAGGGGTC 

CATGCTCTGTATATTAAAGCGCCCTTCAAGGCGTGAACAT-GGATGGACC 
CATGGTGACCGTATTAAAA-GTGCCTCAAAGCACTGGTAGAGGATGGACT 
CATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCG-GCTACCACTTACAGATGGACC 
CAAGACCAAAG AGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCC 
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FIGURE 3 
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